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A DNS metilációs mintázatának megváltozása a tumorok kialakulása során bizonyítottan fontos folyamat. Ez azonban a tumorok 
különböző mikrokörnyezetében különböző módon játszódik le, amelynek teljes genomszinten történő tanulmányozására még 
nincs hatékony, nagy áteresztőképességű módszerünk. Célkitűzés: Munkánk célja az, hogy azonosítsuk a vastagbéldaganatok ki-
alakulásában és progressziójában szerepet játszó, DNS-metiláció által szabályozott géneket, génexpressziós vizsgálati módszerek 
felhasználásával. Ennek alapján olyan génexpresszión alapuló módszert mutatunk be, amely lézerrel kimetszett minták és metilá-
ciós sejtkultúra modell együttes felhasználásával lehetővé teszi a vastagbéldaganatokban zajló metilációs események genom-
szintű tanul mányozását. Anyag és módszer: HT-29 colorectalis adenocarcinoma-sejteket kezeltünk 10 μM 5-aza-2’-dezoxicitidin 
demetilációs ágenssel, majd meghatároztuk a kezelés hatására növekvő aktivitást mutató géneket. Ezzel párhuzamosan lézeres 
mikrokimetszéssel elkülönített ép, adenoma- és tumorszöveti mintákból 5000 hámsejtet gyűjtöttünk, majd azonosítottuk az 
adenoma–carcinoma szekvencia előrehaladtával szekvenciálisan csökkenő expressziót mutató géneket. A két géncsoport összeha-
sonlításával meghatároztuk a feltehetően metilációs szabályozás alatt álló transzkriptumokat. Ezt követően független minták be-
vonásával RT-PCR megerősítést végeztünk. Következtetések: Az azonosított, adenoma–carcinoma szekvencia előrehaladtával csök-
kenő működésű gének szabályozása metilációs eseményekkel hozható összefüggésbe. Ennek alapján teljes genomszinten 
kimutathatók azok a géncsoportok – köztük például tumorszuppresszorok –, amelyek a betegség kialakulása és kórjóslata szem-
pontjából kulcsfontosságúak. A módszerrel azonosított, vastagbéldaganatokra jellemző metilációs mintázatot mutató gének a jövő-
ben kezelési célpontok lehetnek.
Kulcsszavak: epigenetika, metilációs szabályozás, génexpressziós mintázat
Identifi cation of methylation related genes from Lacer Capture Microdissected 
colon samples during investigation of adenoma–carcinoma sequence
Changes of the DNA methylation pattern are proven to be an important process during tumorigenesis. This event can occur in 
several manners in the tumor microenvironment and there are still not any effective and high-throughput methods for genome-
wide analysis of this phenomenon. Aims: Our aim was to identify colorectal cancer development and progression specifi c marker 
genes regulated by DNA methylation using gene expression analysis. In this study we present a gene expression-based method 
combined with a cell culture model, which can be used for a genome-wide analysis of the methylation events during the colorectal 
tumorigenesis. Materials and methods: Genes, which expression increased after the demethylation were determined in HT-29 colon 
adenocarcinoma cells treated with 10 μM 5-aza-2’-deoxycitidine. In parallel, 5000 epithelial cells were collected with laser microdis-
section (LCM) from normal, adenoma and tumorous colonic samples. The genes with gradually decreasing expression along the 
*A szerzők a kézirat elkészüléséhez egyenlő mértékben járultak hozzá.
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adenoma–carcinoma sequence were identifi ed. By comparing the two groups, the transcripts, which are supposed to be regulated 
by methylation, could be determined. Finally, the identifi ed gene set was validated on independent samples using RT-PCR. Conclu-
sion: The regulation of the identifi ed genes showing decreased expression during the adenoma–carcinoma sequence, can be associ-
ated with DNA methylation. On the basis of our results, the set of genes including tumorsuppressors can be determined genome-
widely, which can be key factors in the formation and the prognosis of the disease. The identifi ed genes showing colorectal cancer 
specifi c methylation pattern can be potential therapeutic targets in the future.
Keywords: epigenetics, methylation regulation, gene expression pattern
(Beérkezett: 2010. március 3.; elfogadva: 2010. március 25.)
A vastagbéldaganatok metilációjának 
molekuláris háttere
A vastagbéldaganatok kialakulásának és progressziójá-
nak molekuláris hátterében a génműködések megvál-
tozása áll, ami magában foglalja az onkogének aktiváló-
dását, valamint a tumorszuppresszorok inaktiválódását 
[1, 2, 3]. Ez a jelenség különböző molekuláris okokra 
vezethető vissza. Ezek közé tartoznak részben a DNS-
ben bekövetkezett változások (SNP, inszerció, deléció, 
duplikáció, metiláció) [4, 5, 6], részben az RNS-átírás 
és fehérjeszintézis szabályozásának módosulásai (splic-
ing, miRNS, foszforiláció, glikoziláció, komplex kép-
zés és különféle kölcsönhatások) [7, 8, 9, 10], valamint 
ezek együttes hatása [11], amelyek megjelennek fehérje-
szinten is, vagyis hatással vannak a fenotípusra [12, 13, 
14, 15, 16].
Ezek közül a DNS-metilációnak mint epigenetikai 
 változásnak potenciális molekuláris mediátor szerep 
 tulajdonítható, ezt a jelenséget azonban teljes genom-
szinten a vastagbéldaganatok progressziója során még 
nem tanulmányozták.
A DNS-metiláció olyan, a DNS megkettőződését 
 követő (posztreplikációs) módosulás, amely során leg-
gyakrabban a citozin pirimidingyűrűjének 5. helyzetében 
lévő szénatomjához kovalens kötéssel egy metilcsoport 
kapcsolódik a genom C-G dinukleotidokban gazdag 
 szakaszában, az úgynevezett CpG-szigetekben. A humán 
gének körülbelül felében találhatóak ilyen 0,5–5 kilobá-
zis hosszúságú szakaszok, amelyek gyakran a transz-
kripciós faktorok által felismert 5’ szabályzórégióban 
helyezkednek el. Ezek metilációs állapota az adott gé-
nek transzkripciós aktivitását így közvetlenül meghatá-
rozza. A metilcsoport kapcsolódása részben a transz-
kripciós faktorok kötődését fi zikailag akadályozza, 
részben lehetővé teszi az úgynevezett metil-CpG-kötő 
doménnel rendelkező fehérjék (például MDB1-3, 
MeCP2) kapcsolódását, amelyek a gén átírására to-
vábbi fehérjék toborzásával szintén gátlóhatásúak [17, 
18, 19].
A DNS-metiláció szintje tehát kapcsolatban áll a ge-
netikai adatállomány állandóságával: egy adott gén 
 CpG-szigetének hipometiláltsága esetén a gén transz-
kripcionálisan aktív, míg hipermetilált állapotban kife-
jeződése csökken vagy megszűnik. A hipometiláció pon-
tos szerepe kevésbé ismert, a genetikai instabilitással 
hozható összefüggésbe. Ezzel ellentétben a hipermeti-
láció elsősorban az érintett (általában tumorszuppresz-
szor) gének 5’ szabályozórégiójában következik be, és 
a génkifejeződést elcsendesíti vagy megszünteti. Ezek a 
változások a daganatképződés korai szakaszában már 
megjelennek és az adott daganattípusra jellemző mintá-
zatúak [20, 21].
A DNS-metiláció úgy befolyásolja a génműködést, 
hogy maga a DNS-szekvencia nem változik, a folyamat 
a demetilációs mechanizmus révén visszafordítható. 
Így a metilációt gátló szerekkel megvan az elvi lehe-
tőségünk, hogy a korai szakaszban felismert daganat 
 előrehaladását lassítsuk, illetve visszafordítsuk. Ehhez 
 azonban a demetilációs folyamatot irányítanunk kell, 
amelyhez célzott eszközök, különleges szerek szüksé-
gesek. Ehhez az első lépés a célpontok azonosítása.
Számos metilációs szabályozású gént leírtak már, és 
erről több modell is ismert, azonban sok génről még 
nem tudjuk, hogy vajon metiláció szabályozza-e. Bár a 
kutatások előrehaladtával egyre több génről kiderül, 
hogy metiláció szabályozza, a folyamatot azonban rész-
leteiben még nem ismerjük.
A vastagbéldaganatok jelenlegi molekuláris patoló-
giai csoportosításának alapja a kromoszomális, illetve a 
mikroszatellita-instabilitás, valamint a CpG-sziget meti-
látor-fenotípus (CIMP) megléte vagy hiánya [22, 23]. 
A mikroszatellita-instabilitás bizonyos DNS-hiba-ja-
vító enzimek működésének (mismatch repair, MMR) 
károsodása (mutáció vagy metiláció) következtében 
 kialakuló jelenség, melynek során genomátrendeződés 
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eredményeként gének, miRNS-ek aktiválódhatnak és 
inaktiválódhatnak.
Az adenoma–carcinoma szekvencia során kromo-
szómainstabilitás, aneuploidia fi gyelhető meg. Első lé-
pésben az APC gén mutációjának és/vagy metilációjá-
nak következtében a normális hámsejtekből kóros 
crypták, majd kezdeti adenoma alakul ki. Ezt követi a 
K-Ras gén mutációja, amely adenoma kialakulásához 
 vezet. A kezdeti adenomákból a DCC gén, valamint az 
MMR gének germline mutációjával kései adenoma ala-
kul ki. A folyamat a p53 gén mutációjával folytató-
dik, amely végül carcinoma kialakulásához vezet. A mu-
tációk számának növekedésével tumorszuppresszor 
gének inaktívvá válnak (IGF2R, BAX), amit a fokozott 
metiláció tovább segít.
A megváltozott metilációs mintázat is fontos szere-
pet játszik a vastagbélrák kialakulásában, és a genomi-
ális instabilitással is összefüggésbe hozható. 
A karcinogenezis progresszív folyamatával párhuza-
mosan felhalmozódó genetikai mutációk mellett iga-
zoltan szerepet játszanak a hibás DNS-metiláció kö-
vetkeztében csökkenő kifejeződést mutató gének is. 
A daganatos sejtekre jellemző, hogy a teljes genom 
hipometilációja mellett párhuzamosan helyi hiperme-
tiláció alakul ki bizonyos szövettani régiókban. A hipo-
metiláció genomiális instabilitáshoz vezet és igazoltan 
növeli a mutációs rátát is [24], míg a promóter ré-
giókban bekövetkezett metiláció meghatározott gének, 
esetleg tumorszuppresszorok (p16, RB1, E-kadherin) 
működését inaktiválja [25, 26, 27, 28, 29, 30].
A metiláció vizsgálatának lehetőségei
Az elmúlt években megjelent arrayrendszerek és a fej-
lődésnek indult teljesgenom-szekvenáló módszerek és 
platformok lehetővé teszik a DNS-metiláció teljes ge-
nom szinten történő vizsgálatát [31, 32, 33]. Ez azon-
ban csak homogén szövetek vagy sejtvonalak esetében 
eredményes, mivel több sejttípusból felépülő szövet-
ben egy adott gén metilációs mintázata sejttípuson-
ként eltérő lehet. Így heterogén szövet vizsgálatakor 
– mint amilyen például a vastagbéldaganat – a minta-
gyűjtéshez ellenanyagon alapuló sejtelkülönítő módsze-
rek vagy a lézeres mikrokimetszés nyújthat segítséget. 
Ezzel viszonylag kevés kiindulási mintamennyiség-
hez (néhány ezer sejt) juthatunk, ami a metilációs vizs-
gálatoknál nehézséget jelenthet, mivel a metilációs 
 vizsgálatok során nincs lehetőség in vitro sokszorozó-
technikák használatára, ugyanis a metiláció információ-
tartalma a sokszorozóeljárások alkalmazásakor eltűnik. 
Ezzel ellentétben a metiláció eredménye, tehát maga a 
génexpresszió lézerrel kimetszett és összegyűjtött min-
tákban is megbízhatóan vizsgálható, így lehetőségünk 
nyílik a metilációról közvetett módon, microarray-rend-
szerek alkalmazásával a teljes genom szintjén ismerete-
ket nyerni.
A metiláció közvetett kimutatásának egyik legelter-
jedtebb formája a biszulfi t átalakítás. A módszer lényege 
az, hogy a nem metilált citozin nukleotidok a biszulfi t-
reakció során uracillá alakulnak, míg az 5. szénatomon 
metilcsoportot tartalmazó citozinek nem változnak. 
Így a metilálatlan citozin pozíciójában pontmutáció 
 keletkezik, amely hagyományos molekuláris biológiai 
módszerekkel tovább vizsgálható. A biszulfi tszekvená-
lás megkülönbözteti a részlegesen metilálódott citozin-
nukleotidokat, hátránya viszont az, hogy ismernünk kell 
a vizsgált génszakasz pontos szekvenciáját, és viszonylag 
korlátozott számú metilálódott szakasz vizsgálatát teszi 
lehetővé [34].
A MeDIP (methyl-DNA immunoprecipitation) alapú 
array- és nagy teljesítményű szekvenálórendszerek le-
hetővé teszik ugyan a teljes genom metilációs esemé-
nyeinek vizsgálatát, azonban kiinduláskor jelentős 
 mennyiségű mintát igényelnek. A metilált DNS-darabok 
„kihalászása” 5’-metil-citozin-specifi kus ellenanyagok-
kal történik, majd a visszanyert fragmentumok pozí-
ció-, illetve szekvenciavizsgálatával folytatódik [35].
A COBRA (combined bisulfi te restriction analysis) 
szintén kevés számú és ismert metilációs mintázatú 
 DNS-szekvencia vizsgálatára alkalmas, és a vizsgált sza-
kaszon belül metilációérzékeny restrikciós endonuk-
leázfelismerő helyét is igényli [36]. 
Az általunk vizsgált lézerrel kimetszett minták 
metilációs eseményeinek tanulmányozására a kis kiin-
dulási mintamennyiségből adódóan nem érhető el 
 optimális módszer. Emiatt vizsgálatainkban kettős 
 megközelítést alkalmaztunk, amelyek során közvetett 
módon vizsgáltuk a metiláció génműködésre gyakorolt 
hatását. Elsőként olyan eljárást használtunk, amellyel 
azonosítottuk a vastagbéldaganatokban az adenoma–
carcinoma sorrend előrehaladtával folyamatosan csök-
kenő működésű géneket. Ez után vizsgáltuk az azo-
nosított gének kifejeződését olyan colonadenocarci-
noma-sejtvonalon (HT-29), amelyet a metiláció 
kialakulását gátló reagenssel (5-aza-2’-dezoxicitidin) ke-
zeltünk. Ebben az esetben olyan gének fokozott mű-
ködését észleltük, amelyek a demetiláció hatására fel-
szabadultak az addig fennálló metilációs gátlás alól. 
A két vizsgálatból származó közös géneket (17) függet-
len minták bevonásával ellenőriztük valós idejű PCR-
technikával.
Anyagok és módszerek
Szöveti minták
Mintagyűjtés
A sebészetileg eltávolított szövetmintákat a kivételt kö-
vető 15 percen belül folyékony nitrogénbe helyeztük, 
majd –80 °C-on tároltuk a felhasználásig. A mintákról 
fénykép, valamint szövettani vélemény is készült, ame-
lyek alapján a besorolást végeztük. A mintagyűjtés és fel-
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használás a betegek beleegyezésével történt, a TUKEB 
2005/037 számú engedélye alapján.
Munkánk során 6 betegből származó ép, az adenoma 
és a vastagbél bal oldalán lokalizálódó (szigma, rec-
tum), Dukes B stádiumú, közepesen differenciált 
adenocarcinomát vizsgáltunk. Az ép minta az eltávolí-
tott tumor melletti, lehetőleg minél távolabb rendel-
kezésre álló területről származott.
Lézeres mikrokimetszés
(LCM – laser captured microdissection)
A szövetekből kriosztátban –20 oC-on fagyasztva 6 μm 
vastagságú metszeteket készítettünk, amelyek az LCM-
hez használt, speciális membránbevonatú (1 μm PEN) 
tárgylemezre (Membrane Slide 1.0 PEN, Carl Zeiss, 
Jéna, Németország) kerültek. A metszeteket –80 °C-on 
tartottuk, majd felhasználáskor etanolos hígítási sor-
ban való fi xálás után Cresyl Violet acetát alkoholban 
 oldódó festékkel festettük. A minták teljes víztelení-
tése különösen fontos, ha később belőlük RNS-t izolá-
lunk, mivel alkoholos festési protokollal igazoltan csök-
kenthető a lézeres mikrokimetszés folyamata során 
fellépő RN-áz enzimek aktivitásból fakadó RNS-lebom-
lása [37]. A lézeres kimetszéshez PALM Microbeam 
rendszert (PALM, Bernried) használtunk. Munkánk so-
rán átlagosan 5000 sejtet gyűjtöttünk mintánként, 
amelyből 5 biológiai replikátumot készítettünk.
RNS-izolálás, minőség-ellenőrzés
A lézeres mikrokimetszéssel összegyűjtött sejtekből 
 származó teljes RNS izolálását Qiagen RNeasy Micro 
kittel (Qiagen, Hilden, Németország) végeztük, a „Total 
RNA Isolation from Microdissected Cryosections” 
 gyártói leírás szerint. Az RNS épségének vizsgálatát 
 automatizált mikrokapilláris elektroforézis (Agilent 
BioAnalyzer 2100, Agilent, Palo Alto, Kalifornia, Ame-
rikai Egyesült Államok) rendszerrel végeztük a hozzá 
tartozó RNA 6000 Pico LabChips kittel (Agilent). A kí-
sérlet során a 7-es vagy annál nagyobb RIN-értékű 
 mintákat vontuk be. A további microarray-vizsgálatok-
hoz a teljes izolátumot, azaz 5–50 ng teljes RNS-t 
 használtunk fel.
Microarray
A transzkriptumok sokszorozásához és a jelöléshez két-
körös IVT- (in vitro transzkripció) (Affymetrix, Santa 
Clara, Kalifornia, Amerikai Egyesült Államok) reakciót 
használtunk. A csipeket Fluidic Station 450 berende-
zéssel mostuk, és ellenanyag-sokszorozó festési eljárás-
sal festettük [EukGE_Ws_2v5 mosási protokoll és 
10 μg/ml sztreptavidin-fi koeritrin (Molecular Probes)]. 
A fl uoreszcens jelek leolvasása Affymetrix Gene Scan 
3000 készülék segítségével történt, amely során a csip 
felszínéről 570 nm-en való gerjesztés után az észlelő-
rendszer (detektor) 1 μm-es felbontású képet alkotott, 
amelyből a szoftver egy nyers fl uoreszcenciaintenzitá-
sokat tartalmazó, úgynevezett cella- (CEL) fájlt hozott 
létre.
Sejtkultúramodell
Sejttenyésztés
Sejttenyészetenként 1,5 millió HT-29 colonadenocar-
cinoma-sejtet növesztettünk 10%-os FCS-tartalmú 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Amerikai Egyesült Államok) 
RPMI-1640 médiumban 37 °C-on, 5%-os CO2-koncent-
ráció mellett.
5-aza-2’-dezoxicitidin-demetiláló kezelés
A demetilációs kezelést FCS-mentes médiumban 10 μM 
5-aza-2’-dezoxicitidin (Sigma-Aldrich) ágenssel végez-
tük 72 órán keresztül. Kontrollvizsgálatokban PCR-
tiszta vizet, valamint az 5-aza-2’-dezoxicitidin oldósze-
rét, ecetsavat alkalmaztunk.
Microarray
A kezelt sejtekből teljes RNS-t az RNeasy Mini kittel 
(Qiagen) izoláltunk, amelynek épségét Agilent Bio-
Analyzer készülékkel ellenőriztük. A templát RNS meny-
nyisége (2,5±0,5 μg) miatt a microarray-elemzés előtt 
elegendő egykörös IVT-sokszorozó és -jelölő reakciót 
végezni, amely után a hibridizáció, a mosás, a festés és 
a leolvasás a szöveti mintákon végzett módszerrel 
 egyezően történtek.
Valós idejű polimeráz láncreakcióval 
történő megerősítés (RT-PCR validáció)
HT-29 sejttenyészet
5-aza-2’-dezoxicitidin-demetiláló kezelés
Az előző vizsgálattal (teljes genomszintű génexpresz-
szió) megegyező módon végeztük azzal a különbség-
gel, hogy a demetilálóágenst négy különböző (1 μM, 
5 μM, 10 μM, 20 μM) koncentrációban alkalmaztuk.
Szöveti minták
Mintagyűjtés, lézeres mikrokimetszés, RNS-izolálás, 
RNS-minőség-ellenőrzés
Az első vizsgálathoz hasonlóan történő mintagyűj-
tési eljárással 5 adenoma és 5 ép tumor mintapárt 
 gyűjtöttünk. Az első kísérletben alkalmazott módsze-
rekkel megegyezően a szövetekből metszetkészítést, lé-
zeres mikrodisszekálást, majd RNS-izolálást végeztünk. 
A mintákat az RNS-minőség-ellenőrzés eredményei 
alapján vontuk be a kísérletbe.
Reverz transzkripció
A 15 μl végtérfogatú reakcióban MultiScribe Reverse 
Transcriptase enzimet (50 U/μl), RNase Inhibitort 
(20 U/μl), 10x RT puffert és 100 μM dNTP-t (Applied 
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Biosystems, Foster City, Kalifornia) adtunk a minták-
hoz. Az átíráshoz saját tervezésű génspecifi kus prime-
reket használtunk 200 nM-os végkoncentrációban. Az 
enzimek hozzáadása előtt a mintákat 5 percig 65 °C-on 
denaturáltuk, majd 4 °C-ra helyezve adtuk a reakciók-
hoz a reverz transzkriptázt és az RNáz-inhibitort, majd 
a mintákat 42 °C-on 30 percig inkubáltuk és 85 °C-on 
5 percig inaktiváltuk.
Elősokszorozás (preamplifi káció)
A lézerrel kimetszett minták korlátozott anyagmeny-
nyisége miatt a polimeráz láncreakció előtt szükséges 
volt elősokszorozó (preamplifi káció) lépést végeznünk 
az átírt cDNS-en. Ez azt jelenti, hogy a mérés előtt egy 
olyan PCR-reakciót végzünk, ahol a sokszorozást 10–12 
cikluson keresztül folytatjuk, anélkül, hogy a kompo-
nensek telítésbe mennének. Egy 50 μl-es végtérfogatú 
reakcióban 5 μl templát cDNS-hez 25 μl Light Cycler 
Probes Mastert (2x PCR-reakciómix) (Roche, Basel, 
Svájc), 17 μl Light Cycler molekuláris biológiailag tiszta 
vizet és 3 μl génspecifi kus, a reverz transzkripcióban 
használttal megegyező 200 nM végkoncentrációjú pri-
mer keveréket adtunk. Negatív kontrollreakciókat is 
 végeztünk, amelyekbe a templát helyett molekuláris 
 biológiailag tiszta víz került. A hőciklus a következő-
képpen zajlott: 94 °C 5 perc, 12 ciklusban: 94 °C 15 s, 
60 °C 15 s, 72 °C 15 s, majd 2 perces 72 °C-os végső 
extenzió.
Valós idejű PCR
Az elősokszorozott mintákat Light Cycler 480 típusú 
Real-time PCR-készüléken (Roche) 384 reakciós rend-
szerben SYBR Green assay-vel vizsgáltuk. A reakciókat 
10 μl végtérfogatban végeztük, 2x Light Cycler Probes 
Master mix (Roche) felhasználásával a gyártói utasítá-
soknak megfelelően. A 384 lyukú tálcák (multiwell 
plate) összemérése pipettázóautomata segítségével (Ep-
pendorf epMotion 5070, Eppendorf, Hamburg, Né-
metország) történt. Minden reakcióból génenként 3 
párhuzamos mérés, valamint az elősokszorozott nega-
tív kontrollreakciók mérése történt. A PCR-reakcióban 
a következő hőciklust használtuk: 95 °C 5 perc, 45 
 ciklusban ismételve 95 °C 10 s, 60 °C 10 s, 72 °C 10 s, 
65 °C 1 perc után folyamatos felmelegítés 97 °C-ra, 
s végül 40 °C 30 s. A hőciklus végén végrehajtott ol-
vadási görbe (melting curve) vizsgálattal ellenőriztük a 
képződött termékek specifi kusságát.
Eredmények
Szöveti minták és a HT-29 sejtkultúra 
microarray-vizsgálata
Feltételezésünk szerint a tumorfejlődés során megvál-
tozó metilációs mintázat nyomon követhető a gén ex-
pressziós változások vizsgálatával. Ha ugyanis egy gén 
promóter régiójában található CpG-sziget metilálódik, 
annak kifejeződése csökken vagy megszűnik. Ha azon-
ban egy metilálódott szabályozórégió demetilálódik, 
 akkor a gén újra működni kezd. Ezt a folyamatot az 
1. ábra szemlélteti. Ennek igazolására úgynevezett 
1. ábra A munka hipotézisének szemléltetőábrája, a metiláció és a 
génexpresszió közötti kapcsolat ismertetése. Ha egy gén 5’ sza-
bályozórégiójában található CpG-szigetek nem metilált, a gén 
átíródása zavartalan. Ha a régió metilált, a gén működése csök-
ken. Demetiláció hatására a gén átíródása ismét megtörténik
2. ábra A munka stratégiája. Az adenoma–carcinoma előrehaladtával 
csökkenő expressziót mutató transzkriptumok, valamint a de-
metilációs kezelés hatására fokozott expressziót mutató gének 
kiválogatása és hőmérsékleti térképen történő ábrázolása
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3. ábra A három reláció (ép–adenoma, ép–tumor és adenoma–tumor) 
alapján kiválasztott TOP100 legnagyobb csökkenést mutató 
gén kiválasztása, majd sejtkultúramodellben történő visszakere-
sése. Ezáltal igazoltuk a kiválasztott gének metilációhoz való 
viszonyát
1. táblázat A 17 kiválasztott gén jellemzőinek bemutatása
Csipazonosító Génszimbólum Génnév Sejtfunkció
1556395_at – – –
229147_at – – –
234877_x_at – – –
223484_at C15orf48 chromosome 15 open reading frame 48 –
236313_at CDKN2B cyclin-dependent kinase inhibitor 2B 
(p15, inhibits CDK4)
sejtciklus szabályozása
217451_at COX5A cytochrome c oxidase subunit Va oxidáció – redukció
242608_x_at FAM161B Family with sequence similarity 161, member B –
206422_at GCG glucagon jelátvitel
204674_at LRMP lymphoid-restricted membrane protein vezikuláris transzport
212092_at PEG10 paternally expressed 10 apoptózis
226147_s_at PIGR polymeric immunoglobulin receptor transzkripció szabályozása
207109_at POU2F3 POU class 2 homeobox 3 transzkripció szabályozása
215894_at PTGDR prostaglandin D2 receptor (DP) jelátvitel
206631_at PTGER2 prostaglandin E receptor 2 (subtype EP2), 53kDa jelátvitel
1554997_a_at PTGS2 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 
(prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase)
prostaglandin-bioszintézis, gyulladásválasz
235638_at RASSF6 Ras association 
(RalGDS/AF-6) domain family member 6
jelátvitel
 PAM- (prediction analysis of microarray) megközelí-
téssel 110 olyan gént azonosítottunk, amelyek kifejező-
dése az egészséges bélhámsejtekben intenzív, adenoma 
hámsejtjeiben csökkenni kezd, majd a tumoros hámsej-
tekben még jobban mérséklődik vagy megszűnik. Eze-
ket a géneket és kifejeződési szintjeiket a 2. ábra szem-
lélteti. Ezt követően az 5-aza-2’-dezoxicitidin-kezelt 
HT-29 sejtvonalak vizsgálatakor 71 olyan gént azono-
sítottunk, amelyek működése megnövekedett a deme-
tilációs kezelés során, és legalább kétszeresen növe-
kedtek p < 0,01 valószínűség mellett. Ezek a gének az 
apoptózis (5), jelátviteli folyamatok (7), transzportfo-
lyamatok (3), csontfejlődés (4), immunválasz (6), gyul-
ladásválasz (9), transzkripció szabályozása (6), sejtproli-
feráció (5), sejt–sejt közötti kommunikáció (6), motilitás 
(4) és egyéb vagy nem ismert (16) sejtfunkciókat érin-
tik. A két lista 17 közös elemét RT-PCR technikával 
 tovább vizsgáltuk, igazolva ezzel a csipadatok helytálló-
ságát. A 17 vizsgált gén jellemzőinek bemutatását (anno-
táció) az 1. táblázat szemlélteti.
Annak igazolásaként, hogy a metiláció melyik lépcső-
ben a legaktívabb, a lézerrel kimetszett minták három 
relációjának összehasonlítását visszakerestük a sejtkul-
túramodell csiperedményein. SAM-analízis segítségével 
kiválogattuk az úgynevezett TOP 100 csökkent műkö-
désű gént ép–adenoma, ép–tumor és adenoma–tumor 
 viszonyokban. Ezeket a géneket visszakerestük a sejt-
kultúra csiperedményein. Majd kiválogattuk azokat, 
amelyeknek működése sejtkultúrában az 5-aza-2’-
dezoxicitidin demetilációs ágenssel történő kezelés ha-
tására növekedett. Az elemzés eredményét a 3. ábra 
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4. ábra A demetiláció génexpresszióra gyakorolt hatása HT-29 sejtkultúrán, különböző koncentrációjú (1 μM, 5 μM, 10 μM, 20 μM) demetilációs ágenssel 
történő kezelések hatására
 mutatja. Kiderült, hogy az ép–adenoma összehasonlí-
tásban tapasztalt csökkenő kifejeződés nem egyértel-
műen a metiláció hatására alakul ki, hiszen a 100 kivá-
logatott génből a modellben mindössze 12 működése 
növekedett az 5-aza-2’-dezoxicitidin-kezelés hatására. 
Feltételezésünk a legnagyobb arányban, 55%-ban az ép 
és tumoros mintákból származó gének esetében igazo-
lódott. Adenoma és tumor között 100 csökkent mű-
ködésű transzkriptumból 32 esetében sikerült növe-
kedést kimutatnunk a modellben, ezzel igazolva ezek 
metilációval történő szabályozását vastagbéldagana-
tokban.
RT-PCR validációs vizsgálatok
5-aza-2’-dezoxicitidin-kezelt HT-29 sejtkultúra
A demetilációs kezelés hatásának vizsgálatához 4 kü-
lönböző koncentrációban (1, 5, 10 és 20 μM) kezel-
tünk HT-29 sejteket, majd ezeken vizsgáltuk a kivá-
lasztott gének kifejeződését az ecetsavval kezelt 
kontrollhoz képest. A vizsgálat eredményeképpen kapott 
Ct-értékekből dCt-értékeket számoltunk a GAPDH 
háztartási gén alapján, majd az ecetsavas kontrollhoz 
 viszonyítva meghatároztuk a ddCT-értékeket, ame-
lyeknek kettes alapú logaritmusa, tehát az expressziót 
kifejező értékek az 4. ábrán láthatók. A demetilációs 
ágenssel történő kezelés hatására, bár koncentráció-
függés nélkül, de egyértelműen a vizsgált gének kifeje-
ződése növekedett. Az azonosítókhoz tartozó géneket 
és jellemzésüket az 1. táblázat szemlélteti.
Szöveti minták génexpressziós RT-PCR 
validálása
Az ép, az adenoma és a tumoros szövetekben a gén-
csoportot RT-PCR módszerrel vizsgáltuk, a kapott 
 Ct-értékekből dCt-értékeket GAPDH háztartási gén 
alapján határoztuk meg, majd összehasonlítást végez-
tünk az ép–adenoma, az ép–tumor, illetve az adenoma–
tumor mintacsoportok között.
Az ábrákon az összehasonlításoknak megfelelően 
 meghatározott ddCt-értékek láthatóak a kettő hatvá-
nyára emelve, ahol minden diagram első oszlopa a 
100%-ot jelzi.
Az összehasonlításokban két állapot között egy 
adott gén kifejeződését abban az esetben tekintettük 
csökkenőnek, ha a kettő hatványára emelt ddCt értéke 
0,6-nél alacsonyabb volt, illetve változatlannak, ha 0,6–
1,2 közé esett.
Az ép–adenoma összehasonlítás eredményei alapján 
11 gén kifejeződése csökkent, ezek többsége legalább 
felére esett. Az ép–tumor összehasonlítási eredmények 
alapján 15 gén működése mérséklődött a két állapot 
 között. Az adenoma–tumor összehasonlítás esetében 
6 olyan gént azonosítottunk, amelyek kifejeződése to-
vább csökken a malignizálódás során (5. ábra).
Megbeszélés
Vizsgálataink során olyan géncsoportot tanulmányoz-
tunk, amelynek tagjai vastagbéldaganatokban előzetes 
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5. ábra A kiválasztott 17 gén validációja RT-PCR módszerrel, független minták bevonásával
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microarray-adataink alapján csökkenő mértékben feje-
ződnek ki az adenoma–carcinoma szekvencia előreha-
ladtával, majd ugyanezek a gének a sejtkultúramodell-
vizsgálatban demetilációs kezelés hatására aktiválódtak. 
Ezeknek a géneknek lézerrel kimetszett mintákban és a 
HT-29 colonadenocarcinoma-sejtekben tapasztalt mű-
ködésbeli változásai eredményeink szerint metilációs 
 szabályozással függnek össze.
A kezelt HT-29 sejtkultúrában a DNS-metiltransz-
ferázok gátlószerének, az 5-aza-2’-dezoxicitidin deme-
tilálóágens koncentrációjának függvényében génenként 
eltérő mértékben, de egyértelműen a génkifejeződés nö-
vekedett, bár nem koncentrációfüggő módon (5. ábra). 
Ez azt jelenti, hogy a vizsgált géneket metiláció sza-
bályozza. Optimális hatóanyag-koncentráció azonban 
nem állapítható meg a tökéletes demetilációhoz. Ennek 
oka lehet például a sejtek 5-aza-2’-dezoxicitidin-de-
metilációs ágenssel szemben való érzékenysége vagy 
az egyes gének más-más módon történő reakciója 
(4. ábra). Ez alól csak a CDKN2B kivétel, ahol egy al-
ternatív szabályozási folyamat (például a gént csende-
sítő metilációs gátlás alól felszabaduló miRNS) létezését 
feltételezzük. Mivel a demetilációs kezelés hatására en-
nek a génnek az aktivitása csökkent, a szabályozása 
nem hozható összefüggésbe közvetlenül a metilációval. 
A demetilációs kezelés hatására azonban olyan miRNS 
jelenhet meg, amelyik a CDKN2B transzkriptumát ké-
pes RNS-interferenciával elcsendesíti. A CDKN2B ese-
tében a csendesítés miatt adenomában és tumorban is 
az eredeti szint negyedére esett vissza a gén kifejező-
dése.
A szöveti minták eredményei alapján elmondhatjuk, 
hogy az általunk vizsgált 17 gén közül az ép–adenoma 
össze hasonlításban 11, míg az ép–tumor összehasonlí-
tásban 15 gén esetében tapasztaltunk csökkenést. Az 
adenoma–tumor állapot közt 4 gén esetében mutattunk 
ki jelentős mértékű csökkenést (5. ábra). Ez az ered-
mény arra utal, hogy a metiláció már az adenoma kiala-
kulása során csendesíti a vizsgált gének működését, és ez 
a folyamat a tumor előrehaladása során erősebbé válik.
Előzetes feltevéseink szerint a géncsoportban sike-
resen validáltunk olyan tumorszuppresszort, mint a 
RASSF6, amely fontos szerepet játszik a normális sejtfej-
lődés, illetve az apoptózis mediálásában [38, 39]. Ered-
ményeink az irodalmi adatokkal megegyeznek, ugyanis 
ez a gén igazoltan epigenetikus szabályzású, daganat-
képződés során CpG-sziget-hipermetiláció miatt mű-
ködése megszűnik. Tapasztalataink szerint az RASSF6 
mind adenomában, mind tumoros állapotban csök-
kenő aktivitást mutat, szintén a promóter metilációnak 
köszönhetően.
A méhnyakrákban jellemzően aberráns DNS-meti-
lációjú POU2F3 gén vizsgálatainkban szintén csökkent 
(75%, 35%) [40].
Az interferon-gamma (IFN-γ) által serkentett PIGR 
gén terméke a gyulladásos folyamatokban játszik sze-
repet, fő feladata a polimer IgA-k transcytosissal való 
 kiürítése. Irodalmi adatok szerint HT-29 sejtekben ak-
tivitása jelentősen megnő [41]. Metilációs szabályozott-
sága nem tisztázott.
Az általunk vizsgált microarray Affymetrix azonosí-
tók közt adódott olyan, amelyhez annotált gén, így 
 funkció sem rendelhető.
A nagy áteresztőképességű microarray-szűréssel és az 
azt kiegészítő, demetilációs kezeléssel sikeresen válogat-
tunk ki olyan géneket, amelyek aberráns DNS-metiláció 
miatt a vastagbéldaganat előrehaladásával egyértelműen 
összefüggésbe hozhatóak. Az ilyen daganatspecifi kus, 
C típusú (cancer related) metilációt mutató gének a jö-
vőben a diagnosztika és terápia szempontjából egyaránt 
hasznos biomarkerek lehetnek.
A csipadatokkal és a validációs eredményekkel külön-
külön is igazolható, hogy bizonyos gének metilálódása 
már az adenoma kialakulásakor megfi gyelhető, viszont 
az adenoma–tumor átalakuláskor több gén szabályozása 
valósul meg a metiláció révén. A gyakorlatban ennek 
azért lehet fontos szerepe, mert a betegség korai felis-
merését követően lehetőség nyílhat specifi kus demetilá-
ciós kezelésekre vagy célzott génaktivációs módszerek 
alkalmazására.
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